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Candida Utilis salah satu mikroorganisme kelompok khamir yang memiliki 
daya selulolitik, karena mampu menghasilkan enzim selulase yang dapat diguanakan 
untuk menghidrolisis selulosa menjadi produk yang lebih sederhana seperti glukosa. 
Enzim selulase memiliki peranan penting dalam bidang industri diantaranya 
digunakan dalam penanganan limbah selulosa, produksi pakan ternak dan pembuatan 
deterjen. Penlitian ini bertujuan mengetahui aktivitas optimum enzim selulase yang 
dihasilkan oleh Candida Utilis yang meliputi jenis substrat optimum, konsentrasi 
substrat optimum, pH optimum dan suhu optimum. Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa ekstrak kasar yang dihasilkan oleh Candida Utilis memiliki jenis substrat 
optimum yakni avicel dengan aktivitas enzim sebesar 0,0948 U/mL. Konsentarsi 
substrat optimum  2% dengan aktivitas enzim sebesar 0,033 U/mL. pH 7 optimum 
dengan aktivitas enzim sebesar 0,0419 U/mL dan suhu optimum 300C dengan aktivitas 
enzim sebesar 0,0732 U/mL. 
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 Candida Utilis is one of group microorganisms khamir that have power 
cellulolitic because it can result the cellulose enzyme that can use to hydrolyze 
cellulose become product that more simple like glucose. The enzyme cellulose have 
an important role in the field of the industry such as used in the handling of waste 
cellulose, fodder production and manufacture of detergents. This reseasch aimed to 
know the enzyme cellulose produced by Candida utilis  which include the type of 
substrat optimum, concentration of substrat optimum, pH optimum and the optimum 
temperature. The result of this research showed that crude extract produced by 
Candida Utilis has type of subrat optimum was avicel, with the activity of the enzyme 
0,0948 U/mL. The concentration of subrat optimum was 2% with the activity of the 
enzyme 0,033 U/mL. pH 7 optimum with the activity of the enzyme 0,0419 U/mL and 
the optimum temperature was 300C with the activity of the enzyme 0,0732 U/mL. 
 


















A. Latar Belakang 
 Semakin berkembangnya teknologi, banyak pelaku industri pangan dan non 
pangan memanfaatkan enzim sebagai biokatalis dalam proses industri untuk 
menghasilkan produk yang berkulitas dengan biaya produksi rendah dan efisien. 
Pemanfaatan mikroorganisme merupakan salah satu alternatif yang dapat digunakan 
dalam bidang industri, karena kemampuan mikroorganisme untuk memproduksi 
beberapa jenis enzim. Salah satu mikroorganisme yang mampu memproduksi enzim 
yakni khamir.   
Khamir merupakan mikroorganisme bagian dari kelompok jamur yang bersel 
tunggal dan membelah diri secara bertunas (Wijanarka, dkk., 2008: 58). Khamir 
memilki beberapa enzim penting seperti selulase, fosfatase, lipase dan proteinase yang 
menyebabkan khamir memegang peranan penting dalam dekomposisi senyawa 
organik dan dapat digunakan dalam keperluan industri (Kanti, 2004: 10). Sebagaimana 
dijelaskan melalui firman Allah swt dalam QS. Al-Qamar/ 54: 49-50. 
ِِٖر د ِقبُِه َٰ نۡق ل  خٍِءۡي شَِلُكَِانِإ٩٤ِِ ا  م  وِِِبِ ِِۢحۡم ل  كِٞة دِح َٰ وَِِلَّإ  ِا نُرۡم
 أِِر  ص بۡلٱِ٠٥ِ 
Terjemahnya : 
“Sesungguhnya segala sesuatu telah kami ciptakan dengan kadar, dan tidaklah 
urusan kami kecuali sekali bagiakan kejapan mata” (Kementrian Agama, 
2002). 
Menurut M. Quraish Shihab dalam bukunya yang berjudul Tafsir al-Mishbah 
dijelaskan bahwa:  kata kadar pada ayat di atas dari segi bahasa, kata tersebut dapat 
berarti kadar tertentu yang tidak berarti bertambah atau berkurang atau berkuasa. 
Tetapi, karena ayat tersebut berbicara tentang segala sesuatu yang berada dalam kuasa 




diterapkan terhadap segala sesuatu. Tidak hanya pada satu aspek saja. Manusia 
misalkan kadar yang ditetapkan Allah baginya. Selaku jenis mahluk, ia dapat makan, 
minum dan berkembang biak melalui sistem yang ditetapkannya. Manusia memiliki 
potensi baik dan buruk. Ia dituntut untuk mempertanggung jawabkan pilihannya. 
Manusia dianugrahi Allah dengan petunjuk dengan kedatangan sekian Rasul untuk 
membimbingg mereka. Akal pun dianugrahkan padanya kepada mereka, demikian 
seterusnya yang kesemuanya dan lainnya termaksud sistem yang sangat tepat, teliti 
dan akurat yang telah ditetapkan Allah swt. Demikian juga Allah telah menetapkan 
sistem dan kadar bagi ganjaran atau balasannya yang akan diberikan sertiap orang. 
Selain itu ayat diatas menjelaskan tentang salah satu ketentuan Allah menyangkut 
takdir pengaturannya terhadap mahluk menyangkut peraturan Allah serta 
keseimbanagan yang dilakukan antara mahluk. Bintang-bintang pemakan        burung-
burung kecil misalnya jumlahnya sangat sedikit (Shihab, 2002: 265). 
 Ayat tersebut menjelaskan segala sesuatu diciptakan Allah swt sesuai kadarnya 
masing-masing yang memiliki kegunaan dan manfaat yang tepat salah satunya adalah 
khamir yang telah ditetapkan Allah mampu menghasilkan berbagai jenis enzim yang 
bermanfaat dalam bidang industri. Salah jenis khamir yang bermanfaat bagi bidang 
industri yang mampu menghasilkan enzim selulase adalah jenis Candida. 
Candida kelompok dari khamir yang memiliki daya selulolitik, dikatakan 
memiliki daya selulolitik karena mikroorganisme tersebut mampu menghasilkan 
enzim selulase yang dapat menghidrolisis ikatan β (1- 4) glikosidik pada selulosa 
dimana merupakan hasil dari hidrolisis enzim (Idiawati, dkk., 2014: 1), salah satu jenis 
Candida yang memiliki daya selulolitik adalah Candida utilis yang merupakan salah 
satu jenis khamir yang banyak digunakan karena dapat tumbuh dengan cepat, selain 
itu dapat tumbuh pada media yang miskin akan nutrien (Winugroho dan Widiawati, 
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2003: 142). Candida utilis salah satu jenis khamir yang dapat dimanfaatkan karena 
kemampuannya untuk menghasilkan enzim selulase. 
 Enzim selulase termasuk dalam enzim ekstrakselululer yaitu enzim yang 
dihasilkan di dalam sel dan dikeluarkan kemedia tumbuhnya untuk mendegradasi 
senyawa polimer. Enzim selulase merupakan enzim kompleks yang terdiri dari tiga 
tipe enzim yakni endoglukanase, eksoglukanase dan β-glukosidase. Ketiga enzim 
tersebut bekerja sama untuk menghidrolisis selulosa yang tidak larut menjadi glukosa. 
Kemampuan enzim ini semakin dibutuhkan oleh industri yang memproduksi bioetanol 
dari bahan selulosa (Putri, 2016: 13). 
Kerja suatu enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya konsentrasi 
enzim, konsentrasi substrat, kondisi suhu, pengaruh pH dan pengaruh inhibitor. Faktor 
ini akan mempengaruhi kerja enzim dalam menghasilkan suatu produk salah satunya 
dalam bidang industri. Setiap enzim memiliki kondisi optimum yang berbeda dalam 
kerjanya (Irawati, 2016: 4). Setiap enzim berfungsi secara optimal pada suhu pH 
tertentu. Peningkatan suhu secara umum mempercepat reaksi kimia enzim, kenaikan 
suhu terlalu tinggi menyebabkan enzim mengalami denaturasi atau perubahan struktur 
prortein (Putri, 2016: 37). Adanya perubahan pH terlalu asam atau terlalu basa pada 
media menyebabkan aktivitas enzim akan mengalami perubahan (Idiawati, dkk., 2014: 
5). 
Konsentrasi substrat juga mempengaruhi tinggi rendahnya aktivitas enzim. 
Tingginya konsentrasi akan menyebabkan meningkatnya kecepatan reaksi, namun 
kecepatan reaksi akan menurun pada batas konsentrasi tertentu (Poedjiadi dan Titin, 
2012: 144). Oleh sebab itu perlu dilakukan optimasi suhu, pH, jenis dan konsentrasi 
substrat untuk aktivitas enzim selulse dari Candida utilis sehingga dihasilkan aktivitas 
enzim selulase yang optimal sehingga dapat diaplikasikan dalam bidang industri. 
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Menurut penelitian Oktavia (2014: 216), karakteristik enzim kasar selulase 
kapang endofit dari lamun diperoleh nilai pH dan suhu optimum kerja enzim selulase 
yaitu pH 7 dan 60 oC. Konsentrasi substrat CMC yang digunakan untuk memperoleh 
aktivitas optimum adalah 1%.  
Menurut penelitian Putri (2016: 65), karakterisasi enzim selulase yang 
dihasilkan oleh Lactobacillus planatarum diperoleh L. planatarum menghasilkan 
enzim selulase pada suhu optimum 650C dengan aktivitas selulase 0,052 U/mL, 
optimum pada pH 7 (netral) dengan aktivitas selulase 0,054 U/mL, optimum pada 
konsentrasi substrat CMC 1,5% dengan aktivitas enzim selulase 0,060 U/mL. 
Berdasarkan latar belakang di atas maka dilakukan penelitian tentang 
optimalisasi waktu, suhu, pH dan konsentrasi substrat terhadap produksi enzim 
selulase dari khamir Candida utilis.  
B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan uraian diatas, rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai 
berikut: 
1. Berapa karakterisasi jenis substarat, konsentrasi substrat, suhu dan pH untuk 
aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh Candida utilis ? 
C. Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Mengetahui karakterisasi jenis substarat, konsentrasi substrat, suhu dan pH 
untuk aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh Candida utilis ? 
 
D. Manfaat Penelitian 
Manfaat dari penelitian ini adalah: 
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1. Memberikan informasi ilmiah dan pengetahuan dalam bidang industri  
mengenai aktivitas optimum produksi enzim selulase yang dihasilkan oleh 
khamir jenis Candida utilis  
2. Memberikan informasi kepada masyarakat dan menambah literatur penelitian 
untuk mengembangkan lebih lanjut kepada peneliti selanjutnya khususnya 






















A. Tinjauan Umum Khamir 
Khamir merupakan salah satu jenis mikroorganisme yang memegang peranan 
penting dalam hidrolisis senyawa polisakarida (selulosa) yang berada di dalam tanah. 
Keberadaan khamir di dalam tanah telah dilaporkan oleh Spencer dan Kutzman yang 
menyatakan bahwa khamir dari marga Debaryomyces, Candida dan Crptococcus 
sangat umum ditemukan dalam tanah. Khamir bukan satu-satunya jasad renik tanah 
yang mampu merombak selulosa namun keadaan khamir dalam tanah mampu 
membantu proses perombakan senyawa polisakarida kompleks menjadi molekul yang 
lebih sederhana (Kanti, dkk., 2003: 659). 
Khamir termasuk dalam kelas fungi yaitu organisme heterotrofik (memerlukan 
senyawa organik untuk nutrisinya). Kahmir bersifat saparofit yang mampu 
menghancurkan beberapa sisa-sisa tumbuhan dan hewan yang kompleks dan 
menguraikannya menjadi zat-zat kimia yang lebih sederhana. Kemudian dikembalikan 
dalam tanah dan selanjutnya meningkatkan kesuburannya. Khamir dapat 
menguntungkan bagi manusia. Sebaliknya organisme ini juga dapat merugikan bagi 
manusia apabila membusukkan kayu, tekstil, makanan dan bahan-bahan lain. Khamir 
dapat bersifat dimorfistik, yaitu memiliki dua fase dalam siklus hidupnya, bergantung 
kepada keadaan lingkungan yaitu fase hifa (membentuk miselium) dan fase khamir 
(membentuk sel tunggal) (Pelczr, 1986: 190). 
Khamir memiliki ukuran yang beragam, berkisar antara 1 sampai 5 µm 
lebarnya dan panjangnya dari 5 sampai 30 µm atau lebih. Biasanya berbentuk telur, 
tetapi beberapa ada yang memanjang. Hal ini menunjukkan bahwa Allah swt 




manfaatnya masing-masing. Sebagaimana dijelaskan melalui firman Allah swt dalam 
QS. Al-Nahl/ 16: 13. 
ا  م  وِِِيفِۡمُك ل  ِأ  ر ذِِضۡر ۡلۡٱُُِِهن َٰ وۡل أًِافِل تۡخُم  ۥِِِ لِٗة ي  لِۡ  كِل
َٰ ذِِيفَِنِإِ  نوُرََكذ يِٖمۡو ق٣١ِ 
 
Terjemahnya :  
“Dan apa yang dia kembang biakkan untuk kamu di bumi dengan berlain-lainan 
warnanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda bagi kaum 
yang mengambil pelajaran” (Kementrian Agama, 2002). 
 Menurut M. Quraish Shihab dalam bukunya yang berjudul Tafsir al-Mishbah 
dijelaskan bahwa: Dan selain aneka anugerah yang disebut sebelum ini, Allah swt juga 
menundukkan apa yang dia kembang biakkan untuk kamu di bumi seperti aneka 
binatang, dengan berlain-lainan warna jenis, bentuk dan cirinya. Sesungguhnya pada 
yang demikian itu benar-benar terdapat tanda yang jelas lagi agung yang 
menunjukkan kekuasaan Allah bagi kaum yang merenung dan ingin mengambil 
pelajaran walau perenungan yang dilakukannya tidak terlalu mendalam. Pengamatan 
menyangkut mahluk yang bersumber dari bumi memerlukan pemikiran yaitu 
penggunaan nalar yang menghasilkan ilmu, sedangkan pengamatan terhadap objek-
objek yang bersumber dari perkembangbiakan dan yang beraneka macam warna dan 
jenisnya itu memerlukan pengamatan lebih serius dan objek yang lalu karena ia 
berkaitan dengan keanekaragaman keadaan, pengembangbiakan dan manfaat-
manfaatnya sehingga disini diperlukan adalah tadzakkur, yakni pemikiran yang 
disertai dengan ingatan tentang jenis, perbedaan dan ciri-ciri masing-masing.
 Ayat tersebut menjelaskan semua ciptaan Allah swt yang bermacam-macam 
dapat diamati dan dipelajari baik tentang jenisnya, perbedaan dari ciri-ciri dan apa 
yang dihasilkannya. Salah satu yang dapat diamati dan dipelajari adalah berbagai jenis 
khamir yang memiliki jenis dan ciri-ciri yang berbeda-beda.  
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Khamir salah satu mikroorganisme yang memiliki masa pertumbuhan yang 
terdiri dari beberapa fase yakni fase lag yaitu fase dimana penyesuaian sel-sel dengan 
lingkungan pembentukan enzim-enzim untuk menguraikan substrat, fase eksponensial 
yaitu fase pembanyakan jumlah sel dimana aktivitas sel sangat meningkat, fase 
stasioner yaitu fase dengan jumlah sel yang bertambah dan jumlah sel yang mati relatif 
seimbang dimana senyawa senyawa metabolit sekunder dapat dipanen, fase kematian 
yaitu fase dengan jumlah sel yang mati lebih banyak dari pada jumlah sel yang hidup 
(Idiawati, dkk., 2004: 6).  
Khamir umumnya tumbuh dengan baik jika persediaan air cukup serta pada 
media yang solut (gula atau garam) lebih tinggi dari pada bakteri. Suhu optimum 
umumnya pada suhu 30 0C dan maksimum 34-47 0C. Khamir lebih suka tumbuh pada 
kondisi asam pada pH 4-4,5 (Kamila, 2003: 1). 
B. Candida Utilis 
Candida merupakan salah satu kelompok khamir yang banyak dijumpai dan 
1/3 dari jumlah khamir telah terindetifikas. Anggota dari kelompok ini banyak 
dilaporkan mempunyai penyebaran jenis yang cukup luas, meliputi ekosistem yang 
diantaranya telah diteliti dan dikembangkan untuk keperluan industri pakan ternak, 
pengolahan limbah dan agen bioremediasi (Kanti, dkk., 2003: 655). Komunitas 
Candida dapat membentuk asosiasi koloni yang disebut biofilm. Biofilm merupakan 
alat pelindung bagi mikroba terhadap respon imun sel inang dan zat anti mikroba 
(Anggarani, dkk., 2014: 49-50).  
Candida utilis mikroorganisme yang banyak digunakan untuk mengubah dan 
membuat makanan. Candida utilis salah satu jenis khamir yang bersel satu. 
Penggunaan miroorganisme candida utilis sebagai sumber makan untuk manusia mulai 
dikembangkan pada awal abad ke 19 (Wulandari, dkk., 2012: 567).       Candida utilis 
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banyak digunakan untuk memeproduksi protein sel tunggal (PST) karena protein sel 
tunggal (PST) dihasilkan oleh mikroorganime bersel tunggal (Wulandari, dkk., 2012: 
567). Candida utilis dapat tumbuh pada kisaran suhu pertumbuhan 10 °C hingga 39 
°C dengan pertumbuhan optimal diamati pada 35 °C (Anonim, 2016: 8).  
Menurut Environment and Climate Change (2016: 1), identifikasi taksonomi 
dari Candida Utilis adalah sebagai berikut: 
Kingdom : Fungi 
Divisi  : Ascomycota 
Subdivisi : Saccharomycotina 
Kelas  : Saccharomycetes 
Ordo  : Saccharomycetidae 
Famili  : Saccharomycetales 
Genus  : Candida 
Spesies : Candida Utilis  
C. Selulosa 
Selulosa adalah polimer glukosa yang berbentuk rantai linear dan dihubungkan 
dengan ikatan β-1,4 glikosidik. Struktur yang linear yang menyebabkan selulosa 
bersifat kristalin dan tidak mudah larut. Selulosa tidak mudah didegradasi secara kimia 
maupun mekanis (Putri, 2016: 13). Selulosa di alam memiliki dua tipe yakni 
pektoselulosa dan ligniselulosa. (Faudi, dkk., 2015: 186). Selulosa tidak pernah 
ditemukan dalam keadaan murni di alam, tetapi selalu berasosiasi dengan polisakarida 
seperti lignin, pektin, hemiselulosa dan xilan. Kebanyakan selulosa berasosiasi dengan 
lignin sehingga sering disebut lignoselulosa (Putri, 2016: 13).  
Selulosa senyawa polimer linier glukosa yang membentuk struktur dasar sel 
dan bagian-bagian berkayu dari tanaman. Struktur polisakalida selulosa        bersama-
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sama dengan hemiselulosa mencapai 50% dari biomassa tanaman. Adanya selulosa 
dalam suatu substrat dapat menginduksi terbentuknya enzim selulase oleh 
mikroorganisme selulolitik. Substrat yang digunakan untuk memproduksi enzim 
selulase adalah substrat berbahan lignoselulosa (Utarti, dkk., 2012: 17).  
Selulosa molekul dalam tubuh tersusun dalam bentuk fibril yang terdiri atas 
beberapa molukul pararel yang berhubungan oleh ikatan glikosidik sehingga sulit 
diuraikan (Putri, 2016: 12). Komponen-komponen tersebut dapat didegradasi oleh 
aktivitas mikroorganisme yang dapat dilakukan secara enzimatik. Beberapa 
mikroorganisme mampu menghidrolisis selulosa untuk digunakan sebagai sumber 
energi (Sukumaran, dkk., 2005). Mikroorganisme yang dapat mendegradasi selulosa 
dikenal dengan mikroorganisme selulotik (Ulfa, dkk., 2014: 259). Selulosa berperan 
penting dalam proses pembuatan pulp, kertas, serta serat daur ulang (Utarti, dkk., 
2012: 17) dapat dimanfaatkan dalam bidang industri tekstil, farmasi, maupun dalam 
pembuatan zat-zat kimia lain (Sastri, dkk., 2014: 37).  
D. Enzim Selulase 
Enzim adalah sekelompok protein yang mengatur dan menjalankan perubahan-
perubahan kimia dalam sistem biologi. Enzim dihasilkan oleh organ pada hewan dan 
tanaman yang secara katalitik menjalankan berbagai reaksi seperti hidrolisis dan 
pemutusan rantai karbon (Supriyatna, 2015: 19).  
 Enzim selulase secara konseptual enzim yang dapat menghidrolisis selulosa 
menjadi gula sederhana sehingga dapat melalui dinding sel mikroba. Enzim selulase 
sesungguhnya merupakan suatu komplek enzim yang terdiri dari beberapa enzim yang 
bekerja bertahap menguraikan selulosa menjadi gula yang lebih sedehana. Enzim 
selulase dapat menghidrolisis selulosa dengan memutus ikatan glikosidik      β-1, 4 
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dalam selulosa, selodektrin, selobiosa dan turunan selulosa lainnya menjadi gula 
sederhana seperti glukosa (Idiawati, dkk., 2004: 1). 
Enzim selulase enzim yang sangatlah penting karena enzim selulase dapat 
dimanfaatkan untuk mengatasi lingkungan dari limbah selulosa. Enzim selulase 
mampu menguraikan selulosa menjadi golongan yang lebih kecil yang kemudian dapat 
diuraikan lebih lanjut menjadi monomer-monomernya antara lain glukosa (Kasmiran 
dan Tarmizi, 2012: 9).  
  Enzim selulase memegang peranan penting dalam aplikasi-aplikasi di bidang 
industri, diantaranya digunakan untuk proses konversi penanganan air limbah 
berselulosa pada industri pulp, kertas, pembuatan suplemen dalam industri pakan 
ternak, produksi protein sel tunggal, produksi protoplas, teknik genetik dan lain-lain. 
Enzim ini juga penting dalam bidang industri tekstil terutama dalam hal aplikasi 
deterjen untuk mengembalikan sifat-sifat tekstil yang berkaitan dengan selulosa, serta 
produksi biofuel dari biomassa berselulosa (Ariyani, dkk., 2014: 61).  
E. Mekanisme Kerja Enzim Selulase 
Mekanisme pemotongan rantai ikatan oleh enzim selulase sangatlah kompleks 
karena melibatkan sinergisitas kerja tiga komponen besar yaitu endoglukanase yang 
bekerja dengan memotong secara acak pada sisi internal dari rantai selulosa dan 
menghasilkan oligosakarida dengan panjang rantai yang bervariasi. Efek yang terjadi 
adalah panjang rantai polisakarida semakin berkurang dengan cepat dan diikuti 
peningkatan jumlah pereduksi secara bertahap (Putri, 2016: 14).   
Eksoglukanase berperan dalam memproses ujung reduksi maupun nonreduksi 
dari rantai polisakarida selulosa yang menghasilkan glukosa atau selobiosa sebagai 
produk utamanya. Efek yang terjadi adalah peningkatan jumlah gula reduksi secara 
cepat dan secara keseluruhan hanya terjadi sedikit perubahan panjang rantai dalam 
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jangka waktu yang singkat  dan pada enzim β-glukosidase menghidrolisis selobiosa 
menjadi glukosa (Putri, 2016: 14).   
F. Aktivitas Enzim Selulase  
 Aktivitas enzim selulase didefinisikan sebagai kecepatan pengurangan 
substrat atau kecepatan membentuk produk pada kondisi optimum. Satu unit aktivitas 
enzim selulase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang menghasilkan satu mikromol 
gula reduksi (glukosa) setiap menit. Untuk menentukan aktivitas enzim selulase dapat 
dilakukan dengan menggunakan substrat yang spesifik. Aktivitas enzim 
endoglukanase dapat ditentukan dengan menguji pada substrat CMC (Carboxymethyl 
cellulose), sehingga enzim endoglukanase disebut dengan istilah CMC-Ase (Putri, 
2016: 16).   
Penentuan aktivitas enzim selulase akan sulit apabila filtrat yang akan diukur 
aktivitas enzimnya merupakan campuran dari berbagai enzim selulase. Enzim-enzim 
ini tidak hanya dapat menghidrolisis substrat yang sama tetapi dapat bekerja secara 
sinergis memecah substrat yang sama, sehingga menyebabkan aktivitas yang diukur 
dipengaruhi oleh proporsi dari masing-masing enzim yang ada (Putri, 2016: 16).  
G. Metode Dinitorsalisilic Acid (DNS) 
  Metode kuantitatif yang dapat digunakan dalam uji aktivitas enzim selulase 
adalah dengan mengamati kadar gula tereduksi yang dihasilkan oleh hidrolisis enzim 
terhadap substrat (Iriawati, 2016). Metode Dinitrosalisilic Acid (DNS) memiliki 
tingakat ketelitian yang tinggi untuk mengukur gula reduksi yang diproduksi oleh 
mikroba sehingga dapat mengukur gula reduksi dengan kadar kecil sekalipun (Putri, 
2016: 16). Metode Dinitrsalisilic Acid (DNS) sepuluh kali lebih sensitif 
dibandingkang dengan metode nelson (Amelia, 2012: 25).  
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Dinitrosalisilic Acid (DNS) merupakan senyawa aromatis yang akan bereaksi 
dengan gula reduksi membentuk asam-3-amino-5-dinitrosalisilat yang merupakan 
suatu senyawa yang mampu menyerap dengan kuat radiasi gelombang 
elektromagnetik pada panjang gelombang 540 nm (Putri, 2016: 49). Pereaksi 
Dinitrosalisilic Acid  (DNS) dapat bekerja dengan adanya komponen pendukung yang 
membantu kerja Dinitrosalisilic Acid  (DNS) yaitu KNa-Tartarat, fenol, sodium 
bisulfit (Na2SO3), dan natrium hidroksida (NaOH) (Irawati, 2016: 43). 
Prinsip pengujian dengan metode dinitrosalisilat Acid (DNS) adalah  gugus 
aldehid pada rantai polisakarida dioksidasi menjadi gugus karboksil, disaat yang 
bersamaan, gugus aldehid gula akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi asam 
3-amino-5-nitrosalisilat. Reaksi tersebut akan berlangsung terus-menerus selama 
terdapat gula pereduksi dalam larutan yang diujikan (Hasanah dan Iwan, 2015: 1114). 
Adanya gula pereduksi pada sampel akan bereaksi dengan larutan DNS yang awalnya 
berwarna kuning menjadi warna jingga kemerahan (Irawati, 2016: 42). 
H.  Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 
Suhu merupakan faktor yang mempengaruhi laju katalis suatu reaksi enzimatis 
(Okatavia, dkk., 2014: 6). Enzim tidak memiliki aktivitas yang maksimal pada 
temparatur yang sangat rendah. Pada temparatur sangat tinggi aktivitas enzim akan 
naik, namun sebaliknya juga akan mendenaturasi enzim. Ketika temparatur meningkat 
proses denaturasi dan menurunkan aktivitas enzim. Kenaikan temparatur 
menyebabkan aktivitas enzim meningkat sehingga mencapai temparatur optimum. 
Setelah mencapai kondisi optimum menyebabkan aktivitas enzim juga menurun 
(Bahri, dkk., 2012: 138). 
pH merupakan faktor yang sangat berpengaruh terhadap stuktur dan aktivitas 
biologi enzim. Interasksi ion yang terjadi di dalam strukturnya akan menstabilkan 
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enzim dan memungkinkan enzim untuk mengenali dan berkaitan dengan substratnya 
(Putri, 2016: 19). Adanya perubahan pH pada media akan menyebabkan aktivitas 
enzim ikut mengalami perubahan, oleh karena itu setiap enzim mempunyai pH tertentu 
yang menyebabkan aktivitasnya mencapai keadaan optimal. Kondisi pH yang optimal 
akan mendukung enzim dalam melakukan katalisa suatu reaksi dengan baik, 
sedangkan pH yang kurang sesuai akan menyebabkan kerusakan atau tidak aktivnya 
protein dalam suatu enzim sehingga menyebabkan fungsi dan aktivitas dari enzim 
tersebut berkurang (Idiawati, dkk., 2004: 5).  
Konsentrasi substrat pada tahap awal reaksi mencerminkan kenaikan yang 
terhadap kecepatan reaksi. Sisi aktif enzim mulai berikatan dengan substrat maka 
kecepatan maksimum reaksi akan tercapai. Penambahan substrat berikutnya tidak akan 
mempengaruhi tingkat reaksi, hal ini disebabkan sisi aktif enzim telah jenuh dipakai 
untuk mengikat molekul substrat (Putri, 2016: 20). 
Konesentrasi enzim merupakan faktor yang mempengaruhi kerja enzim, pada 
konsentrasi substrat tertentu kecepatan reaksi bertambah dengan bertambahnya 
konsentrasi enzim (Poedjadi dan Titin, 2012: 143). Semakin tinggi konsentrasi enzim 
maka kecepatan reaksi akan meningkat hingga batas konsentrasi tertentu. Namun 
hidrolisis substrat akan konstan dengan naiknya konsentrasi enzim. Hal ini disebabkan 
karena penambahan enzim sudah tidak efektif lagi (Putri, 2016: 20). Selain itu faktor 
yang mempengaruhi kerja enzim adalah Inhibitor yang merupakan molekul yang dapat 
mengganggu katalis baik dengan cara memperlambat maupun menghentikan reaksi 
enzimatis (Putri, 2016: 20). 
 
I. Spektrofotometer UV-ViS 
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  Spektrofotometri merupakan metode analisis kimia yang berdasarkan interaksi 
energi dengan materi. Alat untuk analisis secara spektrofotometri disebut 
spektrofotometer, yang dapat digunakan untuk menganalisa suatu senyawa secara 
kuantitatif maupun kualitatif. Metode analissis yang umum digunakan adalah dengan 
spektrofotometer UV-Vis (Suharmanto dan Kurniawan, 2013: 1).  
Spektrofotometer UV-Vis adalah alat untuk analisa unsur-unsur berkadar 
rendah secara kuantitatif maupun secara kualitatif. Penentuan secara kualitatif 
berdasarkan puncak-puncak yang dihasilkan pada spektrum suatu unsur tertentu pada 
panjang gelombang tertentu (Yanlinastuti, dkk., 2011: 568). Secara kuantitatif suatu 
berkas radiasi dikenakan pada larutan sampel dan intesitas sinar radiasi yang 
diteruskan akan diukur besarnya. Radiasi yang diserap oleh larutan sampel ditentukan 
dengan membandingkan intensitas cahaya yang diteruskan dengan kekuatan radiasi 
cahaya yang diserap (Irawati, 2016: 23).                   









Gambar 2.1: Alat 
Spektrofotometer UV-VIS (Yanlinastuti , 2011: 568) 
Kelemahan spektrofotometer UV-Vis dan sinar tampak dalam analisis 
kualitatif adalah kurang teliti. Hal tersebut disebabkan karena pita-pita absorpsi yang 
diperoleh melebar, dengan demikian kurang khusus atau terbatas pemakaiannya. 
Walaupun demikian, berdasarkan spektrum serapan ultra-violet dan sinar tampak 
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dapat dipakai untuk mengetahui ada atau tidak adanya gugus fungsional tertentu dalam 




























A. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboraturum Biokimia dan Laboraturium Riset 
Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dengan waktu penelitian dari bulan 
desember-februari 2017. 
B.  Alat dan Bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Vis, 
sentrifuse kultur dingin Heraeus, autoklaf Astell , waterbath shaker Thermo Scientifc, 
laminar air flow (LAF) ESCO, neraca analitik, erlenmeyer 250 mL, gelas kimia 250 
mL, labu takar 100 mL, gelas ukur, penangas, cawan petri, pipet tetes 2 mL, pipet 
volume, gelas arloji, batang pengaduk, tabung, reaksi, Bunsen, spatula, corong, kawat 
ose, rak tabung.  
2. Bahan  
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Avicel, asam asetat 
(CH3COOH), asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS), aquadest (H2O), 
Carboxymethylcellulose (CMC), glukosa (C6H12O6), isolat Candida utilis, kalium 
hidrofospat (K2HPO4), kalium  natrium tartrat (K-Na tartrat), kalium nitrat (KNO3), 
kalsium klorida (CaCl2), kapas, kertas saring, magnesium sulfat heptahidrat 
(MgSO4.7H2O), natrium asetat (CH3COONa), natrium dihidrogen fosfat (NaH2PO4), 
natrium hidrogen fosfat (Na2HPO4), natrium hidroksida (NaOH), sodium sulfit 






C. Prosedur Kerja 
Prosedur kerja pada penelitian ini adalah  
1. Pembuatan Media Inokulum 
Menimbang masing-masing bahan yang digunakan dalam media             CMC 
broth 1% terdiri dari 1 g CMC, 0,04 g MgSO4, 0,15 g KNO3, 0,1 g K2HPO4, 0,004 g 
CaCl2, dan 0,4 g yeast extract, memasukkan semua bahan ke dalam erlenmeyer 250 
mL, kemudian menambahkan aquades sebanyak 100 mL. Setelah itu memanaskan 
media hingga mendidih sambil mengaduk hingga larut. Menutup erlenmeyer dengan 
kapas, kemudian mensterilisasi media ke dalam autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 
1 atm selama 15 menit. Mendinginkan media hingga suhu ruang sebelum digunakan 
untuk tahap selanjutnya (Irawati, 2016: 30).  
2. Penyiapan Inokulum 
Mengambil lima ose isolat Candida utilis kedalam media inokulum. Kemudian 
menginkubasi pada waterbath shaker incubator dengan kecepatan 130 rpm pada suhu 
37°C selama 24 jam. 
3. Pembuatan Media CMC Broth 1% (b/v) 
Menimbang masing-masing bahan yang digunakan dalam media             CMC 
broth 1% terdiri dari 5 g CMC, 0,2 g MgSO4, 0,75 g KNO3, 0,5 g K2HPO4, 0,02 g 
CaCl2, dan 2 g yeast extract, memasukkan semua bahan ke dalam gelas kimia 1000 
mL, kemudian menambahkan aquades sebanyak 500 mL. Setelah itu memanaskan 
media hingga mendidih sambil mengaduk hingga larut. Memindahkan kedalam 2 buah 
Erlenmeyer 250 mL. Menutup erlenmeyer dengan kapas, kemudian mensterilisasi 
media ke dalam autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. 
Mendinginkan media hingga suhu ruang sebelum digunakan untuk tahap selanjutnya 
(Irawati, 2016: 30).  
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4. Produksi Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
Mengambil sebanyak 37,5 mL inokulum ke dalam 500 mL media CMC broth 
1%, kemudian menginkubasi pada waterbath shaker incubator dengan kecepatan 130 
rpm pada suhu 37°C selama 5×24 jam. Kemudian disentrifugasi menggunakan 
sentrifus kultur dingin pada kecepatan 12.000 rpm pada 4°C selama 10 menit (Putri, 
2016: 35). Kemudian menyaring cairan enzim (supernatan) yang dihasilkan dengan 
menggunakan kertas saring untuk memisahkan dari residu padatan. Mengambil 
supernatan sebagai ekstrak kasar enzim selulase dan menyimpan dalam lemari 
pendingin agar dapat digunakan untuk tahap berikutnya. 
5. Pengujian Aktivitas Enzim Selulase Menggunakan Meode DNS  
Aktivitas enzim selulase diuji menggunakan metode DNS dan dinyatakan 
dalam satuan internasional unit (U/mL). Adanya gula pereduksi yang terbentuk 
mereduksi reagen DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat) membentuk senyawa yang dapat 
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm.  
a. Pembuatan Reaksi DNS 
Campuran 1 gr natrium hidroksida (NaOH), 18,2 gr kalium natrium tatrat,     1 
gr natrium sulfit (Na2SO3) dan 1 gr DNS (dinitro salisilad acid) dilarutkan ke dalam 
waterone hingga volume 100 mL. Campuran dihomogenkan dengan magnetik stirrer 
Larutan yang sudah jadi disimpan dalam botol gelap dan pada suhu kamar      (Miller, 
1959). 
b. Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
Pembuatan larutan standar glukosa dilakukan dengan cara menimbang    0,025 
gr glukosa. Kemudian dilarutkan dengan waterone dan dihimpitkan hingga tanda batas 
25 mL dalam labu ukur. Kemudian larutan tersebut diencerkan dengan konsentrasi 0,1; 
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/mL. 
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c. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 
 Memasukkan 1 mL larutan standar glukosa 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ke dalam 
tabung reaksi dan 1 mL waterone sebagai kontrol. Selanjutnya menambahkan 
sebanyak 1 mL reagen DNS pada larutan standar glukosa tersebut dan 
menghomogenkan. Memanaskan semua tabung reaksi selama 5 menit dan 
mendinginkan (Hasanah dan Iwan, 2015: 1112). Setelah dingin, mengukur serapannya 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang         (λ) 540 nm 
(Putri, 2016: 37). Selanjutnya, absorbansi masing-masing larutan diplotkan terhadap 
konsentrasinya sehingga diperoleh nilai slope, intercept, dan R2 (Sinatari, 2013: 135).  
d. Uji Aktivitas Enzim Selulse  
Sebanyak 2 mL substrat ditambahkan 2 mL ekstrak kasar enzim selulase dan 
dimasukaan ke dalam tabung. Kemudian diinkubasi pada suhu 500C selama 30 menit. 
Sebanyak 2 mL reagen DNS ditambahkan untuk menghentikan reaksi dan didihkan 
pada suhu 1000C selama 5 menit kemudian didinginkan. Aktivitas enzim selulase 
ditentukan dengan mengkonversi nilai absorbansi yang diperoleh dari  konsentrasi 
glukosa standar, kemudian dihitung dengan menggunakan rumus (Putri, 2016: 36). 
 









 × 1000 µmol/mmol 
keterangan : 
C     = Konsentrasi glukosa (mg/mL) 
BM  = Berat molekul glukosa (180 g/mol atau g/mmol) 
VE  = Volume enzim 
VS  = Volume substrat 
t       = Waktu inkubasi (menit) 
6. Pengaruh Jenis Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
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Menyiapkan tiga buah tabung reaksi. Menambahkan 2 mL substrat CMC 1% 
dalam tabung reaksi pertama, menambahkan substrat 2 mL avicel 1% pada tabung 
kedua dan menambahkan 0,75 cm kertas saring pada tabung ketiga (Kamila, 2003: 5) 
Kemudian masing-masing tabung ditambahkan 2 mL ektrak kasar enzim selulase dan 
2 mL buffer fofat pH 7 (Putri, 2016: 35). Diinkubasi pada suhu 50 0C selama 30 menit 
dan aktivitas selulase diuji dengan metode DNS (Kamila, 2003: 5). 
7. Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Berdasarkan jenis substrat optimum dilakukan optimasi konsentrasi substart 
dengan menambahkan 2 mL jenis substrat optimum dengan konsentrasi yang berbeda 
0,5;1,0;1,5;2,0 dan 2,5 %. Kemudian menambahakan 2 mL ekstrak kasar enzim 
selulase. Kemudian ditambahkan larutan buffer fosfat pH 7 diinkubasi pada suhu 500C 
selama 30 menit dan aktivitas enzim selulase diuji dengan menggunakan metode DNS. 
8. Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Berdasarkan konsentrasi optimum substrat dilakukan optimasi pH dengan 
menambahkan sebanyak 2 mL substrat konsentrasi optimum. Kemudian 
menambahkan 2 mL ekstrak kasar enzim selulase dan ditambahkan buffer asetat   (pH 
4,0-6,0) dan buffer fosfat (pH 7,0-8,0). Campuran dalam pH buffer yang beragam 
diinkubasi pada suhu 50 oC selama 30 menit dan aktivitas selulase diuji dengan metode 
DNS. 
9. Pengaruh suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
         Berdasarkan pH optimum dilakukan optimasi suhu optimum enzim dengan 
menambahkan 2 mL substrat konsentrasi dan pH optimum. Kemudian ditambahakan 
2 mL ekstrak kasar enzim selulase dan diinkubasi pada suhu (30, 40, 50, 60 oC) selama 
30 menit dan aktivitas enzim selulase diuji dengan menggunakan metode DNS 






























A. Hasil Pengamatan  
Tabel 4. 1 Hasil Pengaruh Jenis Substrat 






1 Carboxymethylcellulose (CMC) 0,2848 0,1994 0,0369 
2  Avicel 0,5123 0,3707 0,0948 
3 Substrat Kertas saring 0,3034 0,2134 0,0526 
Tabel 4. 2 Hasil Pengaruh Jenis Konsentrasi Substrat Avicel 





1 0,5  0,1128 0,0699 0,0129 
2 1,0  0,2015 0,1367 0,0253 
3 1,5 0,2557 0,1775 0,0329 
4 2.0  0,2567 0,1782 0,033 
5 2,5  0 ,2338 0,1069 0,0297 
Tabel 4. 3 Hasil Pengaruh Jenis pH Substrat Avicel Konsentrasi 2% 





1 4 0,2310 0,1589 0,0294 
2 5 0,2314 0,1592 0,0295 
3 6 0,2832 0,1982 0,0367 
4 7 0,3208 0,2265 0,0419 




Tabel 4. 4 Hasil Pengaruh Jenis Suhu Substrat Avicel Konsentrasi 2% pH 7 
No Suhu 0C Absorbansi 
Konsentrasi 
Glukosa  (mg/mL) 
Aktivitas 
(U/mL) 
1 300C 0,5450 0,3953 0,0732 
2 400C 0,3495 0,2481 0,0459 
3 500C 0,3000 0,2108 0,0390 
4 600C 0,2790 0,1950 0,0361 
B. Pembahasan  
1. Pengaruh Jenis Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
 Pertumbuhan dan perkembangan suatu mikrorganisme membutuhkan suatu 
media. Media harus mengandung semua zat yang dibutuhkan oleh mikroorganisme 
untuk pertumbuhannya (Rosyida, 2016: 36). Media yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah media CMC pemilihan media CMC dalam penelitian ini dikarenakan enzim 
yang diambil berupa enzim selulase yang bekerja menghidrolisis selulosa. CMC 
merupakan turunan dari selulosa yang mudah larut dalam medium dan mudah 
terhidrolisis (Ambriyanto, 2010). Selain itu CMC pada media produksi berfungsi 
sebagai substrat dan sekaligus sebagai penginduksi (Induser) untuk menghasilkan 
enzim selulase. Induser adalah suatu senyawa yang dibutuhkan untuk menginduksi gen 
agar terjadi ekspresi gen, selain itu substrat CMC juga dimanfaatkan oleh 
mikrorganisme seabagai sumber karbon untuk menghasilkan glukosa (Apriani, dkk, 
2014).  
Semakin banyak sumber karbon dalam media produksi maka enzim selulase 
yang dihasilkan juga semakin meningkat, apabila kelebihan sumber karbon dapat 
menghambat pertumbuhan sel karena akan mengurangi jumlah oksigen dalam media 
sehingga dapat menurunkan produksi enzim selulase (Saropah, dkk., 2012). 
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Berdasarkan hal tersbut maka untuk produksi enzim selulase pada penelitiaan ini 
menggunakan konsentrasi CMC 1% berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh 
Putri (2016). 
Produksi ekstrak kasar enzim selulase diperoleh dengan mengingkubasi kultur 
khamir selama 5×24 jam. Idiawati, dkk (2014: 6) menjelaskan bahwa enzim selulase 
yang termaksud dalam metabolit sekunder dapat dipanen pada fase stasioner. Sari 
(2010) menjelaskan bahwa sintesis enzim selulase terjadi pada saat nutrisi organik 
selain substrat CMC mulai habis, sehingga sekresi enzim selulase memungkinkan sel 
bakteri tetap bertahan hidup dengan menghidrolisis CMC sebagai sumber nutrisi yang 
tersedia pada media. Ariyani, dkk (2014: 65) menyebutkan bahwa enzim selulale yang 
dihasilkan A. niger optimum pada waktu fermentasi 120 jam (5 hari). (Putri, 2016) 
menambahkan bahwa dalam menghasilkan enzim selulase dari mikroba, waktu 
inkubasi optimum adalah 3-5 hari.  
Ekstrak kasar enzim selulase diperoleh  dengan memisahkan suspensi bakteri 
dengan supernatan sebagai enzim ekstrakasar dengan cara sentrifuge. Putri (2016: 13) 
menyebutkan bahwa enzim selulase termaksud dalam enzim ekstrakseluler yang 
dihasilkan di dalam sel dan dikeluarkan pada media tumbuhnya sehingga dapat 
diekstrak dengan sentrifuge. Enzim selulase dipereoleh dengan mensentrifuge kultur 
Candida utilis dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit suhu 40C  untuk 
memisahkan sel-sel mikroorganisme yang dan supernatan yang merupakan cairan 
yang berisi enzim. Sentrifuge dilakukan dalam keadaan suhu dingin untuk menjaga 
agar enzim tidak terdenaturasi. Hasil ektrak kasar enzim selulase selanjutnya 
dikarakterisasi.  
Pengukuran aktivitas enzim selulase menggunakan metode DNS berdasarkan 
estimasi jumlah glukosa (gula reduksi) sebagai hasil hidrolisis dari selulosa (Putri, 
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2016: 49). Metode DNS digunakan untuk mengukur gula pereduksi salah satunya 
glukosa dengan teknik kalorimetri. Glukosa memiliki gugus aldehid, sehingga dapat 
dioksidasi oleh asam 3,5-dinitrosalisilad menjadi gugus karboksil dan menghasilkan 
3-amino-5-salisilat pada kondisi basa dengan suhu 90-100 0C. Senyawa ini dapat 
dideteksi dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 nm (Bintang, 2010). 
Oleh sebab itu penelitian ini dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer pada 
panjang gelombang 540 nm.  
Kadar gula reduksi ditentukan dengan membuat kurva standar glukosa yang 










Gambar 4.1 Reaksi Glukosa Dengan Dinitro Salisilad Acid (DNS) 
gula dan teroksidasi menjadi gugus karboksil. Bila terdapat gula reduksi pada sampel 
maka larutan DNS yang awalnya berwarna kuning akan bereaksi dengan gula reduksi 
sehingga menimbulkan warna jingga kemerahan (Kusmiati dan Agustini, 2010). 
Semakin gelap warna DNS maka jumlah gula gula yang tereduksi semakin banyak 
(Rosyada, 2015). Pereaksi DNS bekerja dengan adanya komponen pendukung seperti 
natrium hidroksida (NaOH) berfungsi memberi keadaan basa pada pereaksi asam 3,5-
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dinitrosalisilat (DNS) dimana pereaksi DNS berfungsi mereduksi glukosa dalam 
keadaan basa. Kalium natrium tatrat (K-Na Tatrat) berfungsi untuk menghilangkan 
pengaruh senyawa yang mengganggu sehingga kompleks warna tetap stabil dan 
sodium sulfit (Na2SO3) berfungsi untuk menghilangkan pengaruh oksigen terlarut 
yang dapat mengoksidasi glukosa produk. 
Aktivitas enzim selulase ditentukan dengan mengukur aktivitas endoglukase, 
eksoglukanase dan β-glukosidase. Menutrut Oktavia, dkk (2014: 4) menyatakan 
bahwa sistem pemecahan enzim selulase yaitu endoglukanase, eksoglukanase dan    β-
glukosidase. Enzim selulase dapat diproduksi oleh mikroorganisme karena terdapat 
substrat selulosa dalam lingkungannya, substrat yang umum digunakan untuk 
memproduksi enzim selulase adalah Carboxymethylcellulose (CMC) spesifik pada 
enzim endoglukanase, avicel spesifik pada enzim eksoglukanase dan kertas saring spe 










































Gambar 4. 2. Pengaruh Jenis  Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, substrat Carboxymethylcellulose (CMC) 
memiliki aktivitas enzim lebih rendah dibandingkan substrat avicel dan kertas saring 
dengan aktivitas enzim sebesar 0,0369 U/mL. Hal ini disebabkan oleh mekanisme 
pada tahapan pertama enzim selulase yakni endoglukanase memiliki kemampuan 
menghidrolisis secara acak pada rantai linear menghasilkan oligosakarida, enzim ini 
sangat aktif untuk memutuskan selulosa amorf yang mengakibatkan terjadi 
peningkatan gula reduksi secara bertahap (Kamila, 2003: 5). 
Hasil optimum diperoleh pada penggunaan substrat avicel dengan aktivitas 
enzim selulase sebesar 0,0948 U/mL. Hal ini disebabkan oleh mekanisme tahap kedua 
yakni enzim eksoglukanase merupakan enzim yang memiliki kemampuan 
menghidrolisis selulosa kristalin dan amorf  dengan cara memotong unit selobiosa 
pada ujung reduksi dan non reduksi pada rantai selulosa yang mengakibatkan terjadi 
peningktan gula reduksi secara cepat, dengan produk utama yang dihasilkan adalah 
selobiosa (Putri, 2016). 
Pada substart kertas saring aktivitas enzim selulase lebih rendah dibandingkan 
dengan substrat CMC dengan aktivitas enzim selulase sebesar      0,0526 U/mL. Hal 
ini disebabkan oleh mekanisme tahap ketiga β-glukosidase bekerja melanjutkan kerja 
enzim endoglukanase dan eksoglukanase dengan menghidrolisis unit selobisa menjadi 
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unit glukosa. Enzim ini berperan sebagai regulator dengan mengatur konsentrasi 
glukosa. Menurut penelitian               (Kamila, 2003: 8), menjelaskan bahwa tingginya 
aktivitas avicel dibandingkan substrat Carboxymethylcellulose (CMC) dan kertas 
saring  menunjukkan bahwa isolat mampu menghidrolisis daerah kristalin pada 
selulosa dimana substrat avicel spesifik kejenis enzim eksoglukanase. 
 
2. Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Konsentrasi substrat merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi tinggi 
rendahnya aktivitas enzim. Penelitiaan ini mengukur pengaruh konsentrasi substrat 
menggunakan substrat optimum yakni avicel dengan menggunakan beberapa 










































Gambar 4. 3. Pengaruh Konsentrasi Substrat Avicel Terhadap Aktivitas Enzim Selulase  
Berdasarkan hasil penelitian terjadi peningkatan aktivitas enzim selulase pada 
konsentrasi konsentrasi 0,5% aktivitas enzim sebesar 0,0129 U/mL, konsentrasi 1,0% 
aktivitas enzim sebesar 0,0253 U/mL dan konsentrasi 1,5% dengan aktivitas enzim 
sebesar 0,0329 U/mL. Besarnya konsentrasi substrat sebanding dengan besarnya 
aktivitas enzim selulase artinya, pada konsentrasi substrat yang rendah, aktivitas 
selulasenya juga rendah karena sisi aktif enzim hanya sedikit mengikat substrat 
sehingga produk glukosa yang dihasilkan juga sedikit. Demikian juga dengan 
konsentrasi substrat yang semakin tinggi, maka sisi aktif enzim akan semakin banyak 
mengikat substrat sehingga produk glukosa yang dihasilkan semakin banyak pula. 
Penambahan diatas konsentrasi optimum akan menyebabkan penurunan aktivitas 
enzim hal ini menunjukkan bahwa sisi aktif enzim telah jenuh (Putri, 2016: 60) 
Berdasarkan Gambar 4.2 hasil optimum diperoleh pada konsentrasi substrat 
2% dengan aktivitas enzim sebesar sebesar 0,033 U/mL. Hal ini disebabkan oleh pada 
konsentrasi substrat optimum subtrat yang bergabung dengan sisi aktif enzim semakin 
banyak, yang menyebabkan semakin besarnya kecepatan reaksi yang sebanding 
dengan besarnya aktivitas enzim selulase (Irawati, 2016: 53) 
Konsentrasi 2,5% terjadi penurunan aktivitas enzim selulase yakni sebesar 
0,0297 U/mL. Hal ini disebabkan oleh semakin banyak konsentrasi substart maka sisi 
aktif enzim yang bergabung dengan substart juga bertambah banyak, akibatnya 
semakin banyak selulosa yang dihidrolisis menjadi glukosa. Glukosa yang terlalu 
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banyak akan mengakibatkan inhibisi produk glukosa karena glukosa akan menempel 
pada sisi alosterik enzim sehingga enzim tidak dapat ditempati lagi oleh substrat 
sehingga terjadi penurunan aktivitas enzim (Putri, 2016: 61). Dibandingkan dengan 
penelitian yang dilakukan Kamila (2003) yang juga melakukan pengukuran aktivitas 
enzim selulase dari khamir Rhodotorula sp dengan substrat avisel menghasilkan 
konsentrasi optimum 0,5%. Perbedaan ini disebabkan karena perbedaan karakteristik 
dari enzim selulase yang dihasilkan oleh setiap mikroorganisme.     
3.  Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Faktor pH berpengaruh terhadap struktur dan aktivitas enzim. Enzim sebagai 
protein maka aktivitasnya dipengaruhi oleh pH (Idiawati, dkk., 2014: 6). Perubahan 
pH akan menyebabkan denaturasi pada protein penyusun enzim itu sendiri, oleh sebab 














Gambar 4.4. Pengaruh pH Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Berdasarkan gambar 4. 4 dapat dilihat terjadi penurunan aktivitas enzim 
selulase pada pH asam yakni pada pH 4 dengan aktivitas sebesar 0,0294 U/mL, pH 5 
dengan aktivitas sebesar 0,0295 U/mL dan pH 6 dengan aktivitas sebesar          0,0367 
U/mL. Hal ini disebabkan oleh pada kondisi asam yang rendah dapat menyebabkan 
perubahan struktur enzim, hal ini terjadi karena gugus bermuatan       (-NH3+ atau –
COO-) yang jauh dari terikatnya substrat akan mengalami perubahan muatan pada pH 
berbeda, hal ini akan menyebabkan terganggunya ikatan ionik sehingga struktur dasar 
enzim berubah. Perubahan struktur enzim akan menyebabakan aktivitas enzim akan 
menjadi menurun (Irawati, 2016: 48) 
Hasil optimum diperoleh pada pH 7 (netratl) dimana aktivitas enzim paling 
besar dalam mengubah substratnya menjadi unit sederhana yakni glukosa, dengan 
aktivitas enzim sebesar 0,0419 U/mL. Pada kondisi pH netral asam amino dapat dapat 































Kondisi pH 8 (basa) terjadi penurunan aktivitas yakni dengan aktivitas enzim 
selulase sebesar 0,0307 U/mL. (Putri, 2016: 57) menjelaskan bahwa perubahan pH 
basa dapat menyebabkan perubahan molekul enzim, sehingga mempengaruhi aktivitas 
enzim. Kondisi pH basa dapat menyebabkan asam amino penyusun enzim inaktif 
(Sari, 2010). Hasil penelitian lain yang melakukan pengukuran aktivitas enzim selulase 
pada isolat  L. Planantarum (Putri, 2016) menghasilkan pH yang sama. 
4. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase 
Suhu merupakan faktor yang mempengaruhi laju katalis reaksi enzimatis. 
Kenaikan suhu hingga batas tertentu dapat meningkatkan aktivitas enzimatis sampai 
pada kondisi optimum, namum kenaikan suhu yang berlebihan dapat menyebabkan 
penurunan aktivitas enzim (Oktavia, dkk., 2014: 6). 
Gambar 4. 5. Pengaruh Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase Dari Candida utilis 
Gambar 4. 5 memperlihatkan aktivitas optimum pada suhu 300C dengan 
aktivitas 0,732 U/mL. Hal ini disebabkan pada suhu optimum, tumbukan antara enzim 
dan substrat sangat efektif, sehingga pembentukan kompleks enzim-substrat makin 































aktivitas enzim (Tarigan, dkk., 2015: 742). Hasil ini sesuai dengan penelitian yang 
dilakukan oleh Kamila (2003) yang menyatakan bahwa khamir umumnya  memiliki 
suhu optimum pada kisaran 300C. Kisaran dibawah suhu optimal menyebabkan 
penurunan aktivitas enzim selulase.  
Berdasarkan Gambar 4. 5 memperlihatkan bahwa aktivitas enzim selulase 
menurun seiring dengan peningkatan suhu. Pada suhu 400C aktivitas enzim selulase 
sebesar 0,0459 U/mL, suhu 500C aktivitas enzim selulase sebesa  0,0390 U/mL,  suhu 
600C aktivitas enzim selulase sebesar 0,0361 U/mL. Suhu yang terlalu tinggi 
menyebabkan kinetika molekul-molekul enzim menjadi besar sehingga memecahkan 
ikatan-ikatan sekunder yang mempertahankan enzim dalam bentuk aslinya, akibatnya 
struktur sekunder dan tersier hilang sehingga aktivitas enzim menurun. Adanya 
peningkatan suhu juga dapat mempengaruhi ikatan hidrogen yang berperan dalam 
menjaga konformasi molekul enzim. Perubahan konformasi enzim akan 
mempengaruhi sisi aktif enzim, kondisi panas tertentu menyebabkan ikatan hidrogen 
tersebut akan putus. Putusnya suatu ikatan hIdrogen akan menyebabkan mudahnya 
pumutusan ikatan hidrogen selanjutnya dalam rantai polipeptida, sehingga protein 













Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaporkan, maka dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Jenis substrat optimum untuk menghasilkan enzim selulase dari Candida Utilis 
adalah substrat avicel dengan aktivitas selulase sebesar 0,0948 U/mL. 
2. Konsentrasi jenis substrat optimum untuk menghasilkan enzim selulase dari 
Candida Utilis adalah pada konsentrasi substrat avicel 2% dengan aktivitas 
selulase sebesar 0,033 U/mL. 
3. pH optimum untuk menghasilkan enzim selulase dari Candida Utilis adalah pada   
pH 7 dengan aktivitas selulase sebesar 0,0419 U/mL. 
4. Suhu optimum untuk menghasilkan enzim selulase dari Candida Utilis adalah suhu 
300C dengan aktivitas selulase sebesar 0,0307 U/mL. 
B. Saran 
Perlu dilakukan uji kualitatif sebagai uji pendahuluan untuk mengetahui 
aktivitas hidrolisis terhadap selulosa. Selain itu, perlu dilakukan penentuan kinetika 
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Lampiran I Skema Penelitian  
 
  
Khamir candida utilis yang 


























Lampiran II Kerja Penelitian  




Ditimbang 0,1 g, 0,04 g MgSO4, 0,15 g KNO3, 0,1 g K2HPO4, 
0,004 g CaCl2, dan 0,4 g yeast extract 
Dimasukkan semua bahan ke dalam erlenmeyer 250 mL, 
kemudian menambahkan aquades sebanyak 100 mL 
   Dipanaskan hingga mendidih sambil mengaduk hingga larut 
Diautoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit 
Ditutup erlenmeyer dengan kapas, kemudian mensterilisa  ke  
 Didinginkan hingga suhu ruang sebelum digunakan untuk tahap 
selanjutnya 
 
b. Penyiapan Inokulum 
 
 
Diambil lima ose ke dalam media inokulum 
Diinkubasi pada waterbath shaker incubator dengan kecepatan 







c. Pembuatan Media CMC Brot 1% (b/v) 
 
Ditimbang  5 g, 0,2 g MgSO4, 0,75 g KNO3, 0,5 g K2HPO4, 0,02 
g CaCl2, dan 2 g yeast extract 
Media Inokulum 
Isolat khamir Candida Utilis 





Dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL, kemudian 
menambahkan aquades sebanyak 500 mL 
Dipanaskan  hingga mendidih sambil mengaduk hingga larut 
Diautoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit 
Ditutup erlenmeyer dengan kapas, kemudian mensterilisa  ke  








Diambil sebanyak 37,5 mL ke dalam 500 mL media CMC broth 
1% 
 
Diinkubasi pada waterbath shaker incubator dengan kecepatan 
130 rpm pada suhu 37°C selama 5×24 jam 
 
Disentrifugasi menggunakan sentrifus kultur dingin pada 








Disaring menggunakan kertas saring untuk memisahkan dari 
residu padatan 













Ditimbang 1 g, KNa-tartrat 18,2 g, , 1 gr natrium sulfit (Na2SO3) 
dan 1 gr DNS 
Dilarutkan ke dalam waterone hingga volume 100 mL 
Dihomogenkan dengan magnetik stirrer 




f. Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
 
 
Ditimbang 0,025 g 
Dilarutkan dengan waterone dan dihimpitkan hingga tanda 
batas 25 mL dalam labu ukur. 
Diencerkan dengan konsentrasi 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/mL. 
 
 






Larutan Standar Glukosa 
Dengan Variasi Konsentrasi 
NaOH 
Reagen DNS 




Diambil masing-masing 1 mL ke dalam tabung reaksi 
Ditambah 1 mL reagen DNS dan homogenkan 
Ditutup dengan aluminum foil dan dipanaskan pada air 
mendidih selama 5 menit sampai larutan merah-coklat 
 
 
h. Pengujian Aktivitas Enzim Selulase Dengan Metode DNS 
 
 
Ditambahkan 2 mL ekstrak kasar enzim selulase dan 
dimasukkan dalam tabung  
Diinkubasi pada suhu 550C selama 15 menit dengan waterbath 
Ditambah 2 mL reagen DNS untuk menghentikan reaksi  
Didihkan dalam waterbath pada suhu 1000C selama 15 menit 
Ditambah 2 mL aquades hingga volume 10 mL dan 
dihomogenkan 
Diukur menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis dengan 






i. Optimasi Variasi Substrat 
 
 
Larutan Standar Glukosa  
Media CMC 
Hasil 




Ditambah 2 mL substrat CMC,  2 mL substrat avicel, 0,75 mL 
kertas saring 
Ditambah 2 mL buffer fosfat pH 7 pada suhu 50 0C selama 30 
menit  
Diuji aktivitas enzim dengan menggunakan metode DNS 
 
 
j. Optimasi Konsentrasi Substrat 
 
Ditambah 2 mL substrat optimum dengan konsentrasi berbeda 
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 % 
Ditambah 2 mL buffer fosfat pH 7  
Diinkubasi pada suhu 50 0C selama 30 menit  
Diuji aktivitas enzim dengan menggunakan metode DNS 
 
 
k. Optimasi pH   
 
Ditambah 2 mL substrat konsentrasi optimum  
Ditambah 2 mL buffer asetat (pH 3,0-6,0) dan fosfat           (pH 
7,0-9,0)   
Diinkubasi pada suhu 50 0C selama 30 menit  
Diuji aktivitas enzim dengan menggunakan metode DNS 





2 mL ekstrak kasar enzim 
selulase 
Substrat pH Optimun 
2 mL ekstrak kasar enzim 
selulase 




Ditambah 2 mL substrat pH optimum  
Ditambah 2 mL buffer fosfat pH 7  
Diinkubasi dengan perbedaan suhu yakni 30-600C selama 30 
menit 

























Lampiran III Pembuatan Larutan Buffer 
III.3.1 Pembuatan Larutan Buffer Fosfat pH 6,7 dan 8 
Substrat Suhu Optimun 
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 Larutan buffer fosfat dibuat dengan mencampurkan larutan A dan larutan B. 
larutan A dibuat dengan menimbang 17,799 g natrium hidrogen fosfat (Na2HPO4) 
kemudian menambahkan 1 liter water one. Larutan B dibuat dengan menimbang 
15,601  g natrium dihidrogen fosfat (NaH2PO4). 
a. Larutan Buffer Fosfat pH 6 
Mencampurkan larutan A sebanyak 12,3 mL dan larutan B sebanyak 87,7 mL. 
b. Larutan Buffer Fosfat pH 7 
Mencampurkan larutan A sebanyak 61,1 mL dan larutan B sebanyak 87,7 mL. 
c. Larutan Buffer Fosfat pH 8 
Mencampurkan larutan A sebanyak 94,7 mL dan larutan B sebanyak 5,3 mL. 
III.3.2 Pembuatan Larutan Buffer Asetat pH 4 dan 5 
 Larutan buffer asetat dibuat dengan mencampurkan larutan A dan larutan B. 
Larutan A dibuat dengan melarutkan 12 mL asam asetat (CH3COOH) dalam 100 mL 
water one dan larutan B dibuat dengan menimbang 2,7 g natrium asetat (CH3COONa) 
kemudian menambahkan 100 mL water one. 
a. Larutan Buffer Asetat pH 4 
Mencampurkan larutan A sebanyak 80 mL dan larutan B sebanyak 20 mL. 
b. Larutan Buffer Asetat pH 5 







Lampiran IV Pembuatan Kurva Standar Glukosa 
IV.4.1 Pembuatan Larutan Standar Glukosa 
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untuk mebuat larutan standar 25 mg/mL dibutuhkan 0,025 g glukosa, dilarutkan 
dengan water one sebanyak 25 mL. Kemudian larutan glukosa dengan konsentrasi 0,1; 
0,2; 0,4; 0,6 dan 0,8 mg/mL sebanyak 5 mL. Dibuat sesuai dengan perhitungan 
menggunakan rumus pengenceran sebagai berikut: 
a. Konsentrasi 0,1 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 1 mg/mL = 5 mL.0,1 mg/mL 
 V1   = 0,5 mL larutan stok glukosa + 4,5 mL water one 
b. Konsentrasi 0,2 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 1 mg/mL = 5 mL.0,2 mg/mL      
 V1   = 1 mL larutan stok glukosa + 4 mL water one 
c. Konsentrasi 0,4 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 1 mg/mL = 5 mL.0,4 mg/mL      
 V1   = 2 mL larutan stok glukosa + 3 mL water one 
d. Konsentrasi 0,6 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 1 mg/mL = 5 mL.0,6 mg/mL      
 V1   = 3 mL larutan stok glukosa + 2 mL water one 
e. Konsentrasi 0,8 mg/mL 
V1.M1   = V2.M2 
V1. 1 mg/mL = 5 mL.0,8 mg/mL      
 V1   =  4 mL larutan stok glukosa + 1 mL water one 







1 0 0 
2 0,1 0,1547 
3 0,2 0,2871 
4 0,4 0,5720 
5 0,6 0,8439 
6 0,8 1,0511 









Lampiran V Penentuan Aktivitas Enzim Selulase Dengan Metode DNS 



















Kurva Standar  Glukosa
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 Aktivitas enzim selulase menunjukkan kecepatan transformasi substrat yang 
dapat dikatalis oleh enzim. Unit aktivitas enzim selulase didefinisikan sebagai satu 
mikromol produk yang dihasilkan oleh hidrolisis substrat pada kondisi tertentu (jenis 
substrat, konsentrasi substrat, pH dan suhu) per menit. Perhitungan aktivitas enzim 
selulase dilakukan dengan menggunakan rumus penentuan aktivitas enzim sebagai 
berikut:  
a. Pengaruh Jenis Substrat Terhadap AktivitasEnzim Selulase 
1. Substrat CMC 
























= 0,0369 µmol/mL.menit 
= 0,0369 Unit/mL 
2. Substrat Avicel 
























= 0,0948 µmol/mL.menit 




3. Substrat Kertas Saring 
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= 0,0562 µmol/mL.menit 
= 0,0562 Unit/mL 
b. Pengaruh Konsentrasi Substrat Avicel Terhadap AktivitasEnzim Selulase 
1. Substrat Avicel Konsentrasi 0,5 % 
























= 0,0129 µmol/mL.menit 
= 0,0129 Unit/mL 
2. Substrat Avicel Konsentrasi 1 % 





























3. Substrat Avicel Konsentrasi 1,5 % 
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= 0,0329 µmol/mL.menit 
= 0,0329 Unit/mL 
4. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % 

























= 0,033 Unit/mL 
5. Substrat Avicel Konsentrasi 2,5 % 






























c. Pengaruh Konsentrasi Substrat Terhadap AktivitasEnzim Selulase 
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1. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 4 
























= 0,0294 µmol/mL.menit 
= 0,0294 Unit/mL 
2. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 5 
























= 0,0295 µmol/mL.menit 
= 0,0295 Unit/mL 
3. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 6 
























= 0,0367 µmol/mL.menit 




4. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 7 
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= 0,0419 µmol/mL.menit 
= 0,0419 Unit/mL 
5. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 8 
























= 0,0307 µmol/mL.menit 
= 0,0307 Unit/mL 
d. Pengaruh Suhu Terhadap AktivitasEnzim Selulase 
1. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 7 suhu 300C 
























= 0,0732 µmol/mL.menit 




2. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 7 suhu 400C 
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= 0,0459 µmol/mL.menit 
= 0,0459 Unit/mL 
3. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 7 suhu 500C 
























= 0,0390 µmol/mL.menit 
= 0,0390 Unit/mL 
4. Substrat Avicel Konsentrasi 2 % pH 7 suhu 600C 
























= 0,0361 µmol/mL.menit 






Lampiran VI Dokumentasi 
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  Media produksi + inokulum         
Media produksi + inokulum 








Proses Sentrifuse       Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
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Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
+ Substrat + buffer fosfat pH 7, 
diinkubasi 
Substrat Avicel Konsentrasi 
0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% dan 
2,5%  
Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
+ Substrat Avicel + buffer 
fosfat pH 7, diinkubasi 
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Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
+ Substrat Avicel + buffer 
Variasi  pH , diinkubasi 
Buffer Asetat 
 
Ekstrak Kasar Enzim Selulase + 

































Ekstrak Kasar Enzim Selulase 
+ Substrat + buffer, yang telah 
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